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Abstract of DE1 00461 84 

The invention relates to a kit for carrying out a method, containing: a) bond sequences immobilised on a 
support and b) bonds respectively formed from one first primer that is specific to the nucleic acids to be 
detected and one identification sequence specific to the first primer, whereby the identification sequence 
is selected from a group of identification sequences that do not cross-hybridise in predetermined uniform 
hybridisation conditions. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

<S) Verfahren zum Nachweis mindestens einer Nukleinsauresequenz 

(f?) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis min- 
destens einer Nukleinsauresequenz 16 mittels einer einen 
Gegenstrang zu der Nukleinsauresequenz 16 erzeugen- 
den Reaktion mit folgenden Schritten: 

a) Bereitstellen einer Verbindung 14, gebildet aus einem 
fur die nachzuweisende Nukleinsauresequenz 16 spezifi- 
schen ersten Primer 10 und einer fur den ersten Primer 10 
spezifischen Identifizierungssequenz 12, wobei in der Ver- 
bindung 14 em Mine! vorgesehen ist, welches bei der Re- 
aktion eine Synthese eines Gegenstrangs zur Identifizie- 
rungssequenz 12 verh in dert, 

b) Inkontaktbringen der Verbindung 14 mit der nachzu- 
weisenden Nukleinsauresequenz 16 und einem zweiten 
fur die nachzuweisende Nukleinsauresequenz 16 spezifi- 
schen Primer 18, 

i c) Durchfuhren der Reaktion, wobei sowohl der zweite Pri- 
mer <18) als auch die Verbindung 14 mittels einer Polyme- 
rase-Reaktion modifiziert werden, so da& ein spezifisches 
Produkt gebildet wtrd, bestehend aus einem doppelstran- 
gigen Bereich und der einzelstrangigen Identifizierungs- 
sequenz 12, 

d) Inkontaktbringen der modifizierten Verbindung 14 mit 
einer zu der Identifizierungssequenz 1 2 zumindest teilwet- 
se komplementaren an einem Trager 22 immobilisierten 
Bindungssequenz 26, wobei die Identifizierungssequenz 
12 spezifisch mit der Bindungssequenz 26 hybridisiert 
und 

e) Nachweis der Hybndisierung der modifizierten Verbin- 
dung 14 mit der Bindungssequenz 26. 
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(0001 J Die Hrfindung bclrilYt cin Verfahren zum Nachweis 
mindestens cincr Nukleinsaurcsequcn/., cine Verwcndung 
51 zur Durchfuhrung des crfindungsgemaGen 



und einen Kil 
Vcrfahrens. 

[0002J /'urn Nachweis cincr Nukicinsaurcsequcnz isl cs 
allgcincin bekannt, die nachzuweisende Nukleinsaurese- 
quenz minels spezifischer DNA-Primer in einer Polyme- 
rasc-Keticnreakiion (PCR) zu verviclfalligen. Die vervicl- 
fahigten Sequenzen konnen dann miltels einer Hybridisie- 
rung mil cincr fur die nachzuweisende Nukicinsaurcsequcnz 
spczifischen Bindungssequenz nachgewiesen werden. Bei 
dicseni Verfahren isl es nachteilig, daB fur jede nachzuwei- 
sende Nukleinsauresequenz eine spezifische Bindungsse- 
quenz crforderlich isl. Weitcrhin is! es von Nachteil, daB fur 
jede Hybridisierung mil dieser Bindungssequenz spezifische 
Ilybridisicrungsbcdingungcn cingchahen werden miisscn. 
10003] Aus Whitcombe, D. et al.. Nature Biotechnology 
17(1 999) Seiten 804 bis 807 isf es bekannl, cine PCR mil ci- 
nem speziellen Primer durchzufuhren. Der Primer weist ei- 
nen Bcreich auf, in dem die Synthese eines Gegenstrangs 
durch cin Blockiermittel fur eine Polymerase verhindert 
wird. Der Bereich weisi ein Fluorophor und einen Quencher 
auf, welche sich durch Basenpaarungen in unmillelbarer 
Nachbarschaft befinden. Ein Fluoreszenz-Signal kann nicht 
erzeugi werden. Der Bereich weisi in einem nicht basenge- 
paarten Abschnitl eine Sequenz auf, die komplementar zu 
einem durch die Verlangerung des Primers bei der PCR enl- 
siehendcn Produkt isl. Nach einer Denaturierung des Pro- 
dukts, kommt es unter geeigneien Bedingungen zu einer Ba~ 
senpaarung des Abschnitts mit dem komplementaren Be- 
reich in dem ProdukL Dadurch wird der Quencher von dem 
Fluorophor getrennt, so daB ein Fluoreszenz-Signal entste- 
hen kann. Das Fluoreszenz-Signals dient als Nachweis fiir 
das Vorhandensein einer fur den Primer spezifischen DNA- 
Sequenz. Bei dem Verfahren ist es nachteilig, daB ein fiir 
jede nachzuweisende Nukleinsauresequenz spezifischer Pri- 
mer mil einem spezifischen komplementaren Abschnittsyn- 
thetisiert werden muB. Durch die verschiedenen funktionel- - 
len Einheilen ist der Primer verhaltnismaBig lang und damit 
aufwendig herzustellen. 

10004] Aus der EP 0 401 037 isl es bekannt bei einer PCR 
Nukleotidc einzusetzen, die in derzu vervielfaltigenden Nu- 
kleinsauresequenz nicht vorkommen. Ein solches Nukleotid 45 
kann Desoxy-Uridin sein. Nach einer Vervielfaltigungsreak- 
tion kann ein unerwiinschtes Produkl mit Uracil- DNA-Gly- 
cosylase behandelt werden. Uracil-DNA-Glycolyase spaltet 
die gycosidische Bindung zwischen der Base Uracil und 
dem Zucker Desoxy-Ribose eines in einem DNA-Molekiil 
eingebanten Desoxy-Uridin-Rests. Dadurch kann das uner- 
wunschie Produkl bei einer weiferen Vervielfaltigungsreak- 
tion nichl mehr als Matrize dicnen. Ein weiteres einsetzba- 
res Nukleotid ist Bromdesoxy-Uridin. Bromdesoxy-Uridin 
emhaltende DNA kann durch Behandiung mil Licht unter 55 
geeigneien Bedingungen abgebaut werden. 
10005] Aus der US 5,744,311 ist ein auf einer Strangver- 
drangung basierendes Vervielfaltigungsverfahren fur Nukle- 
insauren bekannl. Dabei wird ein Primer mit dem 3-Ende 
einer zu vervielfaltigenden einzelsirangigen Nukleinsaure 
hybridisierl und miueis einer DNA-Polymerase vcrlangcrt. 
Zum Verlangern werden Desoxy-Nukleosidlriphosphate 
verwendcten, die zum Teil derivatisiert sind. Geeignete de- 
rivaiisienc Desoxy-Nukleosidlriphosphate sind z. B. cx- 
Thio-Dcsoxy-Nuklcosidtriphosphaic. Ein Strang der cnt- 
standenen doppelstrangigen DNA mil derivatisierten De- 
soxy-Nukleotid-Resten wird an bestimmten Stellen von ei- 
ner Restriklionsendonuklease erkannt und geschnitten. Aus- 
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gehend von dem Schnilt vcriangcri die DNA-Polymerase 
das 3 -Endc des gcschniticncn DNA-Strangs. Der andcre 
Teil des geschnittenen DNA-Strangs wird von der doppel- 
sirangigen DNA verdrangi. Durch Wiedcrholen des Vcrfah- 
rens wird der verdrangtc DNA-Strang vervielfaliigt. 
[0006] Aus der WO 97/3 1 256 isl es bekannt, Zieisequcn- 
zen in Nuklcinsauren miltels einer Ligase-Rcaktion und ci- 
ncr immobilisicrtc Bindungsscquenzen aufweisenden adres- 
sierbaren Matrix nachzuweisen. Dabei wird fiir jede nachzu- 
weisende Zielsequenz eine Oligonukleotid- Sonde verwen- 
dei, die einen Zielsequenzspezifischen und einen Bindungs- 
sequenz- spezifischen Anteil aufweist. Ferner wird cine eine 
Markierungssubstanz aufweisendc zweile Oligonukleotid- 
Sonde eingesetzl, die an der nachzuweisenden Zielsequenz 
t5 in unmi tie lbarer Nachbarschaft zu der ersten Oligonukleo- 
tid-Sonde binden kann. Beim Vorhandensein der Zielse- 
quenz binden die erste und die zweile Oligonukleotid-Sonde 
an der Zielsequenz. Sic werden durch cine Ligasc kovalcnt 
mileinander verbunden. Die verbundenen Oligonukleotid- 
20 Sonden werden mil den immobilisierten Bindungssequen- 
zen in Kontakt gebracht, so daB eine Hybridisierung stattfin- 
det. Das Vorhandensein der Zielsequenz wird durch das De- 
tektieren der Markierungssubstanz am Ort der Hybridisie- 
rung nachgewiesen. Der Nachteil des Verfahrens besteht 
25 darin, daB es haufig falsch-posilive Ergebnisse lieferl. 

|0007] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die 
Nachteile nach dem Stand derTechnik zu beseitigen. Insbe- 
sondere sollen ein Verfahren, eine Verwendung und ein Kit 
zum Nachweis mindestens einer Nukleinsauresequenz an- 
30 gegeben werden. 

[0008] Die Aufgabe wird durch die Merkmale der An- 
spruche 1, 2, 42, 43, 44, 45, 47, 48, 49, 52, 53 und 56 geldst. 
ZweekmaBige Ausgestaliungen der Erfindung ergeben sich 
aus den Merkmalen der Anspriiche 3 41, 46, 50, 51, 54, 55 
und 57-63. 

[0009] ErfindungsgemaB ist ein Verfahren zum Nachweis 
mindestens einer Nukleinsauresequenz mitt els einer einen 
Gegenstrang zu der Nukleinsauresequenz erzeugenden Re- 
aktion mit folgenden Schritten vorgesehen: 
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a) Bereitsteilen einer Verbindung gebildet aus einem 
fur die nachzuweisende Nukleinsauresequenz spezifi- 
schen ersten Primer und einer fiir den ersien Primer 
spezifischen Identifizierungssequenz, wobei in der Ver- 
bindung ein Mittel vorgesehen ist, welches bei der Re- 
aktion eine Synthese eines Gegenstrangs zur Identifi- 
zierungssequenz verhindert, 

b) Inkontaktbringen der Verbindung mil der nachzu- 
weisenden Nukleinsauresequenz und einem zweiten 
fur die nachzuweisende Nukleinsauresequenz spezifi- 
schen Primer, 

c) Durchftihren der Reaktion, wobei sowohl der 
zweite Primer als auch die Verbindung miltels einer 
Polymerase-Reaktion modifiziert werden, so daB ein 
spezifisches Produkt gebildet wird, bestehend aus ei- 
nem doppelstrangigen Bereich und der einzelsirangi- 
gen Identifizierungssequenz, 

d) Inkonlaktbringen der modifizierten Verbindung mit 
einer zu der Identifizierungssequenz zumindest teil- 
weise komplementaren an einem Trager immobilisier- 
ten Bindungssequenz, wobei die Identifizierungsse- 
quenz spezifisch mil der Bindungssequenz hybridisierl 
und 

e) Nachweis der Hybridisierung der modifizierten Ver 
bindung mit der Bindungssequenz. 

[0010] Weiterhin ist ein Verfahren zum Nachweis mind* 
stens einer Nukleinsauresequenz mittels einer einen Gegerr 
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si rang zu dcr Nukleinsauresequenz cr/eugcndcn Rcakiion 
mil folgcndcn Schrittcn vorgcschcn: 

a) Bercitslellen eincr Vcrbindung gebildcl aus cinem 
fur die nachzuweisende Nukleinsauresequenz spezifi- 
schen erslcn Primer und einer ftir den crslcn Primer 
spczi fischen Identifizierungssequenz, 

b) Inkonlakibringen der Verbindung mil dcr nachzu- 
weisenden Nukleinsauresequenz und cinem zweiien 
fiir die nachzuweisende Nukleinsauresequenz spczi fi- 
schen Primer, 

c) Durchfiihren der Reakiion. wobci sowoh! dcr 
zwcite Primer als auch die Verbindung mi lie Is einer 
Polymerase-Reakiion modifizien werden, und einer 
Abbaureaktion, so daB ein spezifisches Produkt gebil- 
dei wird, besiehend aus einem doppelslrangigen Bc- 
reich und einem zumindesi aus cinem TeiJ dcr Identifi- 
zierungssequenz odcr zumindesi aus cinem Tcil von 
deren Gegenslrang bestehenden einzelstrangigen Be- 
reich. 

d) Inkonlakibringen des einzelstrangigen Bereichs mil 
einer dazu zumindesi teilweise komplemenlaren an ei- 
nem Trager immobilisierten Bindungssequenz, wobei 
der einzeistrangige Bereich spezifisch mil der Bin- 
dungssequenz hybridisiert und 

e) Nachweis der Hybridisierung des einzelstrangigen 
Bereichs mil der Bindungssequenz. 

1 0011] Unlcr einem Primer wird ein dureh cine Polyme- 
rase verlangerbares Oligonukleotid versianden. Die Primer 
konnen aus DNA besiehen. Fur die nachzuweisende Nukle- 
insauresequenz spezifische ersie und zweile Primer sind Pri- 
mer, welche unier geeignelen Hybridisierungsbedingungen 
spezifisch mil der nachzu weisenden Nukleinsauresequenz 
oder einem dazu komplemenlaren Gegenslrang hybridisie- 
ren. Eine fur den ersten Primer spezifische Identifizierungs- 
sequenz ist eine Identifizierungssequenz, die eindeutig dem 
erslen DNA-Primer zugeordnei ist. Das Mittcl kann inner- 
halb der Identifizierungssequenz, innerhalb des erslen Pri- 
mers oder zwischen dem ersten Primer und der Identifizie- 
rungssequenz enthalten sein. 

10012] Unter einem spezifischen Produkt wird ein Produkt 
verstanden, welches spezifisch fur die nachzuweisende Nu- 
kleinsauresequenz ist. Dam it ein solches Produki gebildcl 
wird mussen beirn Schriil lit. c siringente Bedingungen ge- 
wahlt werden. 

10013] Unter einer Abbaureaktion wird eine die Identifi- 
zierungssequenz oder deren Gegenslrang inodifizierende 
Reaktion versianden. Sie bewirkl eine Trennung der Identi- 
fizierungssequenz oder des Gegenstrangs vom jeweils nicht 
modifizierten komplementaren Strang. Die Abbaureaktion 
kann eine nur einzelne Bindungen in der Identifizierungsse- 
quenz oder dem Gegenslrang spaltende Reaktion sein. Eine 
solche Reaktion kann zu einer Fragraenuerung der Identifi- 
zierungssequenz oder des Gegenstrangs fuhren. Das Hybrid 
aus der Identifizierungssequenz und dem Gegenstrang wird 
dadurch thermodynamisch so destabilisierU daB es spalestes 
unter den fur Schriti lit. d erforderlichen sirincenien Bedin- 
gungen dissoziiert. 

[0014] Beim Schriti lit. d erfolgi das spezifische Hybridi- 
sieren der Identifizierungssequenz bzw. des einzelstrangigen 
Bereichs mil der Bindungssequenz unier gceigneten sirin- 
genten Bedingungen. Diese Bedingungen sind abhangig von 
den Sequenzen der Idcniifizierungssequenz bzw. des einzel- 
sirangigen Bereichs und dcr Bindungssequenz. Die Ennitl- 
lung solcher Bedingungen ist dem Fachmann, z. B. aus der 
Emiiulung der Hybridisierungsbedingungen fur PCR-Pri- 
mer, bekannt. 



BNSDOCID: <DE_100461B4AiJ_> 



16 184 A 1 ^ 

4 

|0015J Dcr Nachweis dcr Hybridisierung kann z. B. durch 
den Nachweis cincr mil dem einzelstrangigen Bereich bzw. 
der modifizierten Vcrbindung verbundenen Markicrungs- 
substanz erfolgcn. 
5 |0016 1 Dcr Vortcil des Vcrfahrens bestcht darin, daB das 
gcbildcte spezifische Produki dirckt mit der immobilisierlen 
Bindungssequenz hybridisicren kann ohne zuvordcnaiuricrt 
werden zu mussen. Wciierhin ist es bci deni Vcrtahrcn vor- 
teilhaft, daB fOr die Rcakiion eincr Polymerase cingesctzt 
to wird. Bine solche Reaktion isl spczifischer als cine Ligase- 
Rcaktion, Weiterhin ist es vorleilha ft, daB ein Trager mil im- 
mobilisiertcn Bindungssequcnzcn mehrfach und zum Nach- 
weis verschiedencr Nuklcinsauresequcnzen verwendet wer- 
den kann. Vorgegcbene idenlische Idenlifizierungssequcn- 
15 zen konnen in verschicdenen Nachweisverfahren mil unter- 
schiedlichen erslen Primern verbunden sein. Idenlische Bin- 
dung ssequenzen konnen dann fur den Nachweis unter- 
schicdlichcr Nuklcinsauresequcnzen verwendct werden. 
|0017J Bei einem Vcrfahren mit einer Abbaureaktion ist es 
20 vortcilhafL wenn die Identifizierungssequenz oder deren 
Gegenstrang mindestens eine Nukleotidsequenz aufweist, 
welche cine enzymatischc Abbaureaktion erlaubt. Beson- 
ders vorteilhaft ist es, wenn die Identifizierungssequenz 
mindestens ein Nukleotid enlhalt oder in deren Gegenstrang 
25 mindestens ein Nukleotid eingebaut wird, welches eine Ab- 
baureaktion ermoglichl. Das Nukleotid kann ein Desoxy- 
Uridin-Rest, ein Bromdesoxy-Uridin-Rest oder ein a-Thio- 
Desoxy-Nukleotid-Rcsi sein. Die Abbaureaktion kann nril- 
tels Uracil-DNA-Glycosylase, unter Lichteinwirkung oder 
30 mine Is einer die Identifizierungssequenz oder deren Gegen- 
strang spaltenden Resiriktionsendonuklease, insbesondere 
Bsrl, BstNI, BsmAI, BsII, BsoBI oder BstOI, durchgefuhrt 
werden. 

[0018] Die Reakuon kann eine Polymerase-Kettenreak- 
35 uon (PCR) sein. Der erste Primer ist bevorzugt an seinen 5'- 
terminalen Bereich, insbesondere seinem 5 -Ende, mil der 
Identifizierungssequenz verbunden. Das erleichtert ein Mo- 
difizieren durch die Polymerase-Reakiion. Zum Bereiisiel- 
len der Verbindung konnen der erste Primer und die Identifi- 
40 zierungssequenz mitiels einer, insbesondere das Mittel bil- 
denden, Kopplungsgruppe verbunden werden. Dazu kann 
der erste Primer oder die Identifizierungssequenz eine akti- 
vierte Kopplungsgruppe aufweisen. Das Mittel kann ein 
zum Abbruch der Polymerase-Reaktion fuhrendes Mittel 
45 sein. Vorzugsweise besteht das Mittel aus mindestens einem 
Nukleotidanalogon, RNA, PNA oder einer Unterbrechung 
der Abfolge der die Nukleotide in der Verbindung verbin- 
denden Phosphodiesterbindungen, insbesondere durch ei- 
nen Polyelhylengly col-Linker, eine Peptidbindung oder eine 
50 Disulfidbindung. In einem Ausfiihrungsbeispiel wird Schritt 
lit. c in Kontakl mil der immobilisierlen Bindungssequenz 
durchgefuhrt. Das bat den Vorteil, daB sich der einzeistran- 
gige Bereich sofort nach dem Entsiehen in Kontakt mit der 
Bindungssequenz befindet und Schritt lit. d somit keincn zu- 
55 satzlichen Arbeiisschritt erfordert. Das Hybridisieren des 
einzelstrangigen Bereichs mit der Bindungssequenz kann 
wahrend der Durchfuhrung des Schritts lit. c verfolgl wer- 
den. Das ermoglichl auch ein Quantifizieren der nachzuwei- 
senden Nukleinsauresequenz. 
60 [0019J Beim Schriti lit. d kann das Produkt oder ein Frag- 
ment des Produkts, besiehend aus zumindesi einem Tcil des 
Gegenstrangs der Identifizierungssequenz oder aus zumin- 
desi einem Teil des doppelslrangigen Bereichs und zunun- 
dest einem Teil dcr Identifizierungssequenz. mit der Bin- 
65 dungsscquenz in Kontakt gcbrachi werden. Die Identifizie- 
rungssequenz und/oder die Bindungssequenz kann eine Nu- 
kleinsaure. ein Nukleinsaurederivat oder ein Analogon einer 
Nukleinsaure oder eines Nukleinsaurederivats. insbeson- 
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dcrc PNA, RNA oder modifizicnc DNA, cnthalien. Vor- 
zugsweise weist die Ideniihzierungsscquenz 5 bis 20 Bascn 
auf. 

10020) Dcr Trager kann aus Glas odcr aus KunstslofY be- 
sichcn. Bevorzugt licgi cr in Form eines idcnlifizierbarcn 
Partikcls, einer Membran odcr eincs Chips von Die Bin- 
dungssequenz kann gerichici und/'oder liber cinen Linker an 
dein Trager immobiiisiert sein. Vorteiihaflerweise ist die 
Bindungssequenz an einer den men en Stelic des Tragers im- 
mobiiisiert. 

(0021 ] Ein Identifizieren der mi t der Bindungssequenz hy- 
bridisierlen modifizierten Vcrbindung oder des mil der Bin- 
dungssequenz hybridisierlen einzelstrangigen Bercichs 
kann durch ein Lokalisiercn der Hybridisierung auf dem 
Trager oder ein Identifizieren des Tragers erfolgen. Dadurch 
kann das Identifizieren sehr schnell und einfach durchge- 
fuhrt werden. Liegt der Trager z. B. in Form einer Membran 
vor und ist die niodifizicrtc Vcrbindung mittels cincs Farb- 
stoffs markiert, so kann das Identifizieren der mit der Bin- 
dungssequenz hybridisierlen modifizierten Verbindung 
durch ein LokaLisieren des Farbsloffs auf der Membran er- 
folgen. Der Trager kann bis zu 1000 verschiedene Bin- 
dungssequenzen aufweisen. 

[0022] Bei einer bevorzugten Ausgestaitung weist der 
zweite Primer oder ein millets der Polymerase-Reaktion an 
den ersten oder den zweitcn Primer angel ligtes Nukleotid 
eine Markierungssubstanz auf. Die Markierungssubstanz 
kann cine optisch delektierbare Substanz, insbesondere ein 
Muorophor oder ein Farbstoft", ein, insbesondere radioakti- 
ves, Isotop, ein Hapten, ein Partikel, eine mittels Plasmonre- 
sonanz detektierbare Substanz, ein Ligand, insbesondere 
Biotin, oder eine reduzierbare oder oxidierbare Substanz 
seiu. Vorzugsweise handelt es sich bei dem Fluorophor um 
FAM (5[6]-Carboxyfluorescein), JOE (6-Carboxy-4\5'-di- 
chlorcK2\7'-dimethoxyfluorescein), ROX (5[6]-Carboxy-X- 
rhodamin) oder TAMRA (Carboxytetramethyirhodamin). 
Das Produkl kann mil einem doppeistrangspezifischen Inter- 
kalator, insbesondere dem von der Firma Molecular Probes, 
Inc. Eugene, OR 97402-0469, USA vertriebenen SYBR 
Green, markiert werden. Vorteilhafterweise wird beim 
Schritt lit. e die Markierungssubstanz oder der in das Pro- 
dukt eingelagerte Interkalator detektiert. 
[0023] Die nachzuweisende Nukleinsauresequenz kann 
eine DNA sein. Es kann sich dabei aber auch um eine RNA 
handeln, wobei die Verbindung beim Schriu lit. b zusatzlich 
mil einer Reversen Transkripteise in Kontakt gebracht wird 
und beim Schriu lit. c zusatzlich eine Reverse Transkription 
durchgefuhrt wird. Dabei kann beim Schritt lit b zusatzlich 
ein dritter fur die nachzuweisende Nukleinsauresequenz 
spezi rise her Primer zugesetzt werden, an welchen beim 
Schritt fit. c mittels der Reversen Transkriptase Nukleoiide 
angefugt werden. Vorzugsweise liegt die nachzuweisende 
Nukleinsauresequenz doppel Strang ig vor und wird vor oder 
beim Schritt lit. b aufgeschmolzen. Die nach DurchfUhrung 
des Schritts liL c ggf. neben der modifizienen Verbindung 
noch vorhandene nicht modifizierte Verbindung kann vor 
dem Schritt lit. d, insbesondere mittels Silica-Parukel, Glas- 
Partikel oder geeigneter Filter, entfernt werden. Zum Entfer- 
nen der nicht modifizierten Verbindung sind die im Stand 
der Technik zum unspezifischen Entfemen einzeistrangiger 
Oligonukleotide bekannten Verfahren gecignet. Das Entfer- 
nen der nicht modifizierten Verbindung verhindert ein Be- 
setzen von Bindungssequenzen durch diese Verbindung. Es 
kann die Sensitivitat des Vcrfahrens erhohen. Vorzugsweise 
ist die auf dem Trager inimobilisicrtc Mcngc dcr Bindungs- 
sequenz mindestens so groB wie die Menge der insgesamt 
bereitgestellten Verbindung. Die ggf. nach Schritt lit. c noch 
vorhandene nicht modifizierte Verbindung braucht dann 



nicht entfernt zu werden, um die Sensitive (at des Verfahrens 
zu erhohen. 

1 0024 J Dcr erstc und der zweite Primer sind bevorzugt so 
ausgcwahlt, da 6 ein aus dem erslcn Primer und der nachzu- 
5 weisenden Nukleinsauresequenz gcbildci.es Hybrid im wc- 
senllichen dicsclbe Schmelztempcratur aufweisl wie ein aus 
dem zweitcn Primer und dem Gegenstrang dcr nachzuwei- 
senden Nukleinsauresequenz gcbildctes Hybrid. Bei einem 
bevorzugten Ausfuhrungsbcispiel sind der ersle und dcr 
10 zweite Primer, die Idcntifizierungssequenz und die Bin- 
dungssequenz so gewahlt, daB der Schmelzpunkt eines Hy- 
brids aus der nachzu weisenden Nukleinsauresequenz und 
dem ersten Primer oder eincs Ilydrids aus dem Gegenstrang 
der nachzu weisenden Nukleinsauresequenz und dem zwei- 
15 ten Primer mindestens 5°C, insbesondere 10°C oberhalb 
des Schmelzpunkts eines Hybrids aus der Identifizierungs- 
sequenz und der Bindungssequenz oder aus dem Gegen- 
strang dcr Idcntifizierungssequenz und dcr Bindungsse- 
quenz liegt. Das ist insbesondere dann von Vorteil, wenn 
20 Schritt lit. c in Kontakt mil der immobiiisiert en Bindungsse- 
quenz durchgefuhrt wird. Dann kann durch eine entspre- 
chende Temperaturregulierung Schriu lit. c durchgefuhrt 
werden, ohne durch eine Hybridisierung mit der Bindungs- 
sequenz negativ beeinfluBt zu werden. Die Hybridisierung 
25 kann dann nach DurchfUhrung des Schritts lit. c durch Ab- 
kiihlen erreicht werden. 

[0025] Wenn mehrere Nukleinsauresequenzen nachge- 
wicsen werden sollen, konnen die Bindungssequenzen so 
gewahlt sein, daB verschiedene aus den Identifizierungsse- 
30 quenzen und den Bindungssequenzen gebildete spezifische 
Hy bride im wesentlich identische Schmelztemperaturen 
aufweisen. Das hat den Vorteil, daB alle Hybridisierungen 
unter einheitlichen Bedingungen durchgefuhrt werden kon- 
nen und somit der Nachweis vieler Nukleinsauresequenzen 
35 in einem Arbeitsgang erleichtert wird. Die Identifizierungs- 
sequenzen, die Bindungssequenzen und die ersten, zweiten 
und ggf. dritten Primer sind vorzugsweise so gewahlt, daB 
sie unter ihren jeweiligen stringenten Hybridisierungsbedin- 
gungen keine unspezifischen Hybride bilden. Wenn mehrere 
40 Nukleinsauresequenzen nachgewiesen werden sollen, ist es 
von Vorteil, wenn die ersten und zweiten Primer so gewahlt 
sind, daB verschiedene aus den ersten Primern und den 
nachzu weisenden Nukleinsauresequenzen und den zweiten 
Primern und den Gegenstrangen der nachzuweisenden Nu- 
45 kleinsauresequenzen gebildete spezifische Hybride eine im 
wesentlichen identische Schmelztemperatur aufweisen. Die 
Reaktion kann dann fur mehrere Nukleinsauresequenzen 
unter identischen Bedingungen durchgefuhrt werden. Vor- 
zugsweise sind die ersten und zweiten Primer so gewahlt, 
50 daB beim Schritt lit. c Produkte gebildet werden, welche im 
wesentlichen gleich lang sind. Die Produkte werden dann in 
ahnlichen Mengen gebildet und verhalten sich thennodyna- 
misch nahezu identisch. Das tragt zur Vereinheitlichung der 
Verfahren sbedingungen bei. 
55 [0026] Bei einem Verfahren zum Nachweis mehrerer Nu- 
kleinsauresequenzen kann/konnen der erste Primer und/oder 
die Identifizierungssequenz fur mehrere den nachzuweisen- 
den Nukleinsauresequenzen spezi fisch sein. Jeweils einer 
der zweiten Primer ist dabei fur eine der nachzuweisenden 
60 Nukleinsauresequenzen spezifisch und weist eine fur diesen 
zweiten Primer spezifische Markierungssubstanz auf. Beim 
Schritt lit. e erfolgt zusatzlich ein Identifizieren der spezi fi- 
schen Markierungssubstanzen. Die Markierungssubstanzen 
rriussen deutlich voneinander unterscheidbar sein. 
65 [0027] Bei einem Verfahren zum Nachweis mchrcrcr Nu- 
kleinsauresequenzen konnen die Schritte lit. a, b und c nut 
verschiedenen nachzuweisenden Nukleinsauresequenzen 
getrennt voneinander unter Verwendung unterscheidbarer 
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Markicrungssubsianzcn und/oder Inicrkalaiorcn und die 
Schrittc lit. d und c gcmcinsam durchgcfuhrt wcrdcn. Bcim 
Schritt lit. e crfolgl dann zusaizlich ein Idcnlifizicren dcr 
Markicrungssubslan7.cn und/odcr Inicrkalaiorcn. 
10028] HrfindungsgcmaB is! weiterhin einc Verwendung 
ciner Identifizierungssequenz vorgesehen, wobci die Identi- 
fizierungssequenz mindeslcns ein cine Synlhese cincs Gc- 
gcnsirangs dcr Identifizierungssequenz verhindemdes Mit- 
tel enthall oder wobci die Ideniifizierungsscquenz Nukleo- 
tide und/odcr cine Nukleolidscquenz enthall, wclchc cine 
Abbaurcaklion erlaubt/erlauben. Fcrner ist einc Verwen- 
dung eines cine akliviertc Kopplungsgruppc aufweisende 
erst en Primers odcr cincr cine aktivierte Kopplungsgruppc 
aufweisenden Ideniifizierungsscquenz vorgesehen. Weiler- 
hin betriffl die Erfindung die Verwendung einer aus einem 
crsten Primer und einer fur den ersien Primer spezifischen 
Identifizierungssequenz gebildeten Verbindung, wobei in 
dcr Verbindung cin Mittel vorgcschcn ist, welches bci dcr 
ReakLion einc Synlhese eines Gegenslrangs zur Identifizie- 
rungssequenz verhinderl odcr wobei die Identifizierungsse- 
quenz Nukleotide und/oder eine Nukleolidscquenz cnthalt, 
welche eine Abbaurcaklion erlaubt/erlauben. 
(0029] Femer isi die Verwendung eines zweilen Primers 
in einem erfindungsgemaBen Verfahren vorgesehen. Dabei 
kann der zweite Primer eine Markierungssubstanz aufwei- 
sen. Weiterhin bctrifft die Erfindung die Verwendung von 
mil einer Markierungssubstanz versehenen Nukleotiden bei 
der Reaktion. ErfindungsgemaB ist auch die Verwendung ei- 
nes doppelstrangspezi rise hen Interkalators, insbesondere 
SYBR Green, zum Markieren des Produkts. Femer betrirYt 
die Erfindung die Verwendung eines mindestens eine immo- 
bilisierte Bindungssequcnz aufweisenden Tragers. Die Bin- 
dungssequenz kann an einer definierten Stelle des Tragers 
immobilisierl sein. Der Trager kann auch ein identifizierba- 
rer Trager sein. Der Trager kann aus Glas oder KunslstofT 
bestehen und/oder in Form eines identifizierbaren Partikels, 
einer Menibran oder eines Chips vorliegen. Erfindungsge- 
maB ist weiterhin die Verwendung einer Polymerase und/ 
oder einer Reversen Transkriptase. Es verstehl sich, daB 
auch eine analog zu den verfahrensseiiigen Ausfiihrungsbei- 
spielen der Erfindung ausgestaltete Verwendungen erfin- 
dung sgemaB ist. 

[0030] Weiterhin ist ein Kit zur Durchfuhrung eines erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens vorgesehen, enthaltend: 

a) eine an einem Trager immobilisiene Bindungsse- 
quenz und 

bl) eine zu der Bindungssequenz zuniindest teilweise 
komplementare Identifizierungssequenz, wobei die 
Identifizierungssequenz ein Mittel aufweist, welches 
nach einer Kopplung eines ersten Primers und der 
Identifizierungssequenz bei der Reaktion eine Synlhese 
eines Gegenslrangs zur Identifizierungssequenz ver- 
hinderl oder 

b2) eine Identifizierungssequenz, welche selbst oder 
deren bei der Reaktion synthetisierbarer Gegenstrang 
zumindest teilweise komplementar zu der Bindungsse- 
quenz ist, wobei die Identifizierungssequenz Nukleo- 
tide und/odcr eine Nukleolidsequenz enthalu welche 
eine Abbaureaktion erlaubt/erlauben. 

10031] Die Identifizierungssequenz kann eine aktivierte 
Kopplungsgruppe zur Kopplung des .V-terminalen Bereichs. 
insbesondere des 5'-Endes, des ersten Primers aufweisen. In 
dem Kit kann cin crstcr Primer enthalten sein, wobci entwe- 
der die Identifizierungssequenz oder der erste Primer eine 
aktivierte Kopplungsgruppe zur Kopplung des 5*-terminalen 
Bereichs, insbesondere des 5 -Endes, des ersten Primers auf- 
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weist. 

[0032] Weiterhin ist cin Kit vorgcschcn, enthaltend: 

a) eine an cincm Trager inimobilisierte Bindungsse- 
5 quenz und 

bl) cine Verbindung, gcbildel aus einem fur die nach- 
zuweisende Nukleinsauresequenz spezifischen ersten 
Primer und einer fur den ersien Primer spezifischen zu 
der Bindungssequenz zumindest teilweise komplemen- 
10 taren Ideniifizierungsscquenz, wobei in der verbindung 

ein Mittel vorgesehen ist, welches bei der Reaktion 
eine Synlhese eines Gegenstrangs zur Identifizierungs- 
sequenz verhinderl oder 

b2) eine Verbindung, gebildet aus einem fur die nach- 
15 zuweisende Nukleinsauresequenz spezifischen ersten 
Primer und einer fiir den ersten Primer spezifischen 
Identifizierungssequenz, wobei die Identifizierungsse- 
quenz Nukleotide und/odcr cine Nukleolidscquenz cnt- 
halt, welche einc Abbaureaktion erlaubt/erlauben und 
20 wobei die Identifizierungssequenz oder dcren bei der 
Reaktion synthetisierbarer Gegenstrang zumindest teil- 
weise komplementar zu der Bindungssequenz ist. 

|0033] Bevorzugt ist die Bindungssequenz an einer defi- 
25 nierten Stelle des Tragers immobilisierl. Der Trager kann 
auch ein ideniifizierbarer Trager sein. Vorteilhafterweise be- 
steht der Trager aus Glas oder Kunstsloff und/oder liegt in 
Form eines identifizierbaren Partikels. einer Membran odcr 
eines Chips vor. Das Mittel kann aus mindestens einem Nu- 
30 kleotidanalogon, RNA. PNA oder einer Unterbrechung der 
Abfolge der die Nukleotide in der Verbindung verbindenden 
Phosphodiesterbindungen, insbesondere durch einen Poly- 
ethylenglycol-Liner, eine Peptidbindung oder eine Disulfid- 
bindung, bestehen. In dem Kit kann eine Polymerase und 
35 ggf. eine Reverse Transkriptase enthalten sein. Daruber hin- 
aus kann ein, insbesondere eine Markierungssubstanz auf- 
weisender, zweiter Primer enthalten sein. Der Kit kann auch 
mit einer Markierungssubstanz versehene Nukleotide ent- 
halten. Femer kann ein doppelstrangspezi fi scher Interkala- 
40 tor, insbesondere SYBR Green, enthalten sein. Es verstehl 
sich, daB auch ein analog zu den verfahrensseitigen Ausfuh- 
rungsbeispielen der Erfindung ausgestalteter Kit erfindungs- 
gemafi ist. 

10034] Nachfolgend werden Ausfuhrungsbeispiele der Er- 
45 findung anhand der Zeichnung beschrieben. Hierin zeigen: 
[0035] Fig. 1 a, b eine schematische Darstellung der Ver- 
vielfaltigung einer nachzuweisenden Nukleinsauresequenz 
mittels einer PGR, 

[0036] Fig. 2a-c eine schematische Darstellung von auf 
50 einem Trager immobilisierten Bindungssequenzen und de- 
ren Hybridisierung mil einer Verbindung, 
[0037] Fig. 3 eine schematische Darstellung der Verviel- 
faltigung einer RNA mittels einer Reversen Transkriptase 
und einer DNA-Polymerase in einem FluBdiagramm und 
55 |0038] Fig. 4 eine schematische Darstellung einer Verviel- 
faltigung einer nachzuweisenden Nukleinsauresequenz mit- 
tels einer PGR und einer anschlieBenden Abbaureaktion. 
|0039] In Fig. la ist eine aus einem ersten Primer 10 und 
ciner Identifizierungssequenz 12 zusammengeseizte Verbin- 
60 dung 14 dargestellt. Der Primer 10 bindet an die nach zuwei- 
sende Nukleinsauresequenz 16. Der zweite Primer 18 weist 
eine Markierungssubstanz 20 auf. Er bindet an den Gegen- 
strang der nachzuweisenden Nukleinsauresequenz 16. In 
Fig. lb ist schematisch das Ergebnis einer PGR gezeigt, die 
65 mil dcr in Fig. 1 a dargcstclltcn Verbindung 14, dem zwciicn 
Primer 18 und der nachzuweisenden Nukleinsauresequenz 
16 durchgefuhrt worden ist. Die Identifizierungssequenz 12 
enthalt Mittel, die es verhindem, daB der Bereich der Identi- 
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fizierungsscquenz 12 doppelsirangig wirci. lis sind Produkie 
mil cincm doppcJsirangigcn Bercich und dcr einzelstrangi- 
gcn Identifizierungssequenzentslanden. 
10040] Fig. 2a zeigt einen Trager 22. Dabci kann cs sich 
z. B. uni cine Membran handcln. An dem Trager 22 sind 5 
iibcr Linker 24 Bindungsscquenzen 26 gebunden. In Fig. 2b 
ist die Situation nach dem Inkontakibringcn dcr in Fig. 2a 
dargesteilten zu den Idcntirizicrungssequenzcn 12 kompie- 
mcntaren Bindungsscquenzen 26 mil den in Fig. lb darge- 
steilten PCR-Produkien gezeigt. Dabei binden die Identifi- 10 
zierungssequenzen 12 an die Bindungssequenzen 26. Durch 
die Markierungssubslanz 20 ist die Hybridisierung auf dem 
Trager 22 nachweisbar. Fig. 2c zeigt die Situation nach dem 
Inkontaktbringen der in Fig. 2a dargesteilten Bindungsse- 
quenzen 26 mil nicht durch eine Polymerase-Reaktion mo- 15 
diflzierten Verbindungen 14. Eine soiche Situation entsteht, 
wenn die nachzuweisende Nukleinsauresequenz 16 ntcht 
nicht vorhanden ist. Die Idcntifizicrungsscqucnzcn 12 bin- 
den an die Bindungssequenzen 26. Eine Markierungssub- 
stanz 20 ist am On der Hybridisierung nicht nachweisbar, 20 
weil kein den zweiten Primer 18 mil der Markierungssub- 
stanz enthaJtendes PCR-Produkt entstanden ist. 
[0041] Fig. 3 zeigt schematisch ein Verfahren, bei den die 
nachzuweisende Nukleinsauresequenz 16 eine RNA ist. Da- 
bei bindet zunachst der die Markierungssubslanz 20 enthal- 25 
tende zweile Primer 18 an die RNA. Er wird mitteLs einer 
Reversen Transkriptase verlangert. Dabei entsteht ein dop- 
pclstrangiges DNA-RNA- Hybrid. Nach einer Denaturie- 
rung des DNA-RNA -Hybrids binucl der ersie Primer 10 an 
den DNA-Strang. Zur Vervielfaltigung des DNA-Strangs 30 
wird eine PGR durchgefuhrt. 

[0042] Fig. 4 zeigt eine aus einem Primer 10 und einer 
Identifizierungssequenz 12 bestehende Verbindung 14. Die 
Identifizierungssequenz 12 weist Nukleotide 13 auf, die 
durch eine Abbaureaktion modifizierbar sind. Eine PCR-Re- 35 
aktion nut dieser Verbindung, einer nachzuweisenden Nu- 
kleinsauresequenz 16 und einem zweiten Primer 18 fuhrt zu 
vollstandig doppelstrangigen PCR-Produkten. Die darin 
enthaltenen Identifizierungssequenzen werden durch eine 
Abbaureaktion entfemt. Es enistehen doppelstrangige Pro- 40 
dukte mil einem einzelstrangigen Gegenstrang der Identifi- 
zierungssequenz. 
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Bezugszeichenliste 



10 erster Primer 

12 Identifi zierungssequenz 

13 modifizierbares Nukleotid 

14 Verbindung 

16 Nukleinsauresequenz 
18 zweiter Primer 
20 Markierungssubslanz 
22 Trager 
24 Linker 

26 Bindungssequenz 



45 



50 



55 



Palentanspriiche 

] . Verfahren zum Nachweis mindestens einer Nuklein- 
sauresequenz (16) mitiels einer einen Gegenstrang zu 60 
der Nukleinsauresequenz (16) erzeugenden Reaktion 
mil folgcnden Schritten: 

a) BerciLsiellen einer Verbindung (14) gebildet 
aus einem fur die nachzuweisende Nukleinsaure- 
sequenz (16) spezifischen crsicn Primer (10) und 65 
einer fur den ersten Primer (10) spezifischen Iden- 
tifizierungssequenz (12), wobei in der Verbindung 
(14) ein Mittel vorgesehen ist. welches bei der Re- 



aktion eine Synthcse cincs Gcgcnstrangs zur Iden- 
tifizierungssequenz (12) vcrhindcrt, 

b) [nkonlaktbringen dcr Verbindung (14) mil der 
nachzuweisenden Nukleinsauresequenz (16) und 
einem zweiten fur die nachzuweisende Nuklein- 
sauresequenz (16) spezifischen Primer (18), 

c) Durchfuhrcn dcr Keaklion, wobei sowohl dcr 
zwcite Primer (18) als auch die Verbindung (14) 
miltels einer Polymerase-Reakiion modifiziert 
werden, so daB ein spezifisches Produkt gebildet 
wird, bestchend aus einem doppelstrangigen Be- 
rcich und der einzelstrangigen Identifizierungsse- 
quenz (12), 

d) Inkontaktbringen der modifizicrten Verbin- 
dung (14) mit einer zu der Identifi zierungsse- 
quenz (12) zumindest teilweise komplementarcn 
an einem Trager (22) immobilisierten Bindungs- 
sequenz (26), wobei die Identifi zierungssequenz 
(12) spezifisch mit der Bindungssequenz (26) hy- 
bridisiert und 

e) Nachweis der Hybridisierung dcr modifizier- 
ten Verbindung (14) mit der Bindungssequenz 
(26). 

2. Verfahren zum Nachweis mindestens einer Nuklein- 
sauresequenz (16) miltels einer einen Gegenstrang zu 
dcr Nukleinsauresequenz (16) erzeugenden Reaktion 
mit folgenden Schritten: 

a) Bereitstelien einer Verbindung (14) gebildet 
aus einem fur die nachzuweisende Nukleinsaure- 
sequenz (16) spezifischen ersten Primer (10) und 
einer fur den ersten Primer (10) spezifischen Iden- 
tifizierungssequenz (12), 

b) Inkontaktbringen der Verbindung (14) mit der 
nachzuweisenden Nukleinsauresequenz (16) und 
einem zweiten fur die nachzuweisende Nuklein- 
sauresequenz (16) spezifischen Primer (18) 

c) Durchfuhren der Reaktion, wobei sowohl der 
zweile Primer (18) als auch die Verbindung (14) 
mittels einer Polymerase-Reaktion modifiziert 
werden, und einer Abbaureaktion, so daB ein spe- 
zifisches Produkt gebildet wird, bestehend aus ei- 
nem doppelsu-angigen Bereich und einem zumin- 
dest aus einem Teil der Identifizierungssequenz 
(12) oder zumindest aus einem Teil von deren Ge- 
genstrang bestehenden einzelstrangigen Bereich, 

d) Inkontaktbringen des einzelstrangigen Be- 
reichs mit einer dazu zumindest teilweise komple- 
mentaren an einem Trager (22) immobilisienen 
Bindungssequenz (26), wobei der einzelstrangige 
Bereich spezifisch mit der Bindungssequenz (26) 
hybridisierl und 

e) Nachweis der Hybridisierung des einzelstran- 
gigen Bereichs mit der Bindungssequenz (26). 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei die Identifizie- 
rungssequenz (12) oder deren Gegenstrang mindestens 
eine Nukleotidsequenz aufweist, welche eine enzyma- 
tische Abbaureaktion erlaubt. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, wobei die Iden- 
tifizierungssequenz (12) mindestens ein Nukleoiid (13) 
enthalt oder in deren Gegenstrang mindeslcns ein Nu- 
kleotid (13) eingebaut wird, welches eine Abbaureak- 
tion ernidglicht. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei das Nukleotid 
(13) ein Desoxy-Uridin-Rest, ein Bromdesoxv-Uridin- 
Rcst oder ein a-Thio-Dcsoxy-Nuklcotid-Rcst'ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 2-5, wobei 
die Abbaureaktion mittels Uracil- DNA-Glycosylase, 
unter Lichteinwirkung oder mittels einer die Identifi- 
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zierungsscqucnz (12) odcr dcrcn Gcgenslrang spalicn- 
den Rcslrikiionscndonuklcase, insbcsondcrc BsrI, 
BstNT, BsmAI, BsII, BsoBI odcr BstOI, durchgefuhrt 
wird. 

7. Verfahrcn nach eincm der vorhergehenden Anspru- 5 
ehc, wobci die Rcakiion einc Polynierasc-Kcitcnrcak- 
lion (PCR) isl. 

8. Verfahrcn nach cineni dcr vorhergehenden Anspru- 
chc, wobei der ersie Primer (10) an seincm 5-ienuina- 
Icn Bcreich, insbcsondcrc scinem 5-Ende, mil dcr 10 
Ideniifizierungssequenz (12) verbunden ist. 

9. Verfahrcn nach einem dcr vorhergehenden Anspru- 
ehc, wobci zum Bercitstellen der Verbindung (14) dcr 
erstc Primer (10) und die Ideniifizierungssequenz (12) 
mitlcls einer, insbesondere das Mittel bildenden, Kopp- 15 
lungsgruppe verbunden werden. 

10. Vcrfahren nach Anspruch 9, wobei der erstc Pri- 
mer (10) odcr die Ideniifizierungssequenz (12) cine ak- 
tivicrle.Kopplungsgruppe aufwcisl. 

1 1 . Verfahrcn nach einem der vorhergehenden An- 20 
spruche, wobei das Miltel ein zuin Abbruch der Poly- 
inerasc-Reaklion fiihrendes Miltel ist. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei das Mittel mindestens aus einem Nu- 
klcoiidanalogon, RNA, PNA oder einer Unlerbrechung 25 
der Abfolge der die Nukleotide in der Verbindung (14) 
verbindenden Phosphodiesterbindungen, insbesondere 
durch eincn Polyeihylenglycol-Linker, eine Peptidbin- 
dung oder eine Disulfidbindung, besteht. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 30 
spruche, wobei Schritt lit. c in Kontakt mil der immobi- 
lisienen Bindungssequenz (26) durchgefiihrl wird. 

14. Verfaliren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei beim Schritt lit. d das Produkt oder ein 
Fragment des Produkts, bestehend aus zumindest ei- 35 
ncm Tcil des Gegenstrangs der Identifizierungssequenz 
(12) oder aus zumindest einem Teil des doppelstrangi- 
gen Bereichs und zumindest einem Teil der Identifizie- 
rungssequenz (12), mil der Bindungssequenz (26) in 
Kontakt gebracht wird. 40 

15. Verfaliren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei die Identifizierungssequenz (12) und/ 
oder die Bindungssequenz (26) eine Nukleinsaure, ein 
Nukleinsaurederivat oder ein Analogon einer Nuklein- 
saure oder eines Nukleinsaurederivats, insbesondere 45 
PNA, RNA oder modifizierte DNA, enthalt. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprtiche, wobei die Identifizierungssequenz (12) 5 bis 
20 Basen aufweisL 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 50 
spriiche, wobei der Trager (22) aus Glas oder Kunsl- 
storT besteht. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobci der Trager (22) in Form eines identifi- 
zierbaren Panikels. einer Membran oder eines Chips 55 
vorliegt. 

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die Bindungssequenz (26) gerichtet 
und/oder iiber einen Linker (24) an dem Trager (22) 
immobilisicrt ist. 60 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die Bindungssequenz (26) an einer de- 
ft nierten Stelte des Tragers (22) immobilisiert ist. 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobci ein Idcntifizicrcn dcr mil dcr Bindungs- 65 
sequenz (26) hybridisierten modifizierten Verbindung 
(14) oder des mil der Bindungssequenz (26) hybridi- 
sierten einzelstrangigen Bereichs durch ein Lokalisie- 



ren der Ilybridisicrung auf dem Trager (22) oder ein 
Ideniifizicrcn des Tragers (22) crfolgt. 

22. Vcrfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei der Trager (22) bis zu 1000 verschie- 
dene Bindungsscquenzcn (26) aufweist. 

23. Vcrfahren nach eincm dcr vorhergehenden An- 
spriiche, wobei dcr zwcile Primer (18) oder ein mitlcls 
der Polymerase- Rcakiion an den ersten (10) oder den 
zweiten Primer (18) angc fugles Nukleotid eine Markie- 
rungssubstanz (20) aufweist. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, wobei die Markie- 
rungssubstanz (20) eine optisch detektierbare Sub- 
stanz, insbesondere ein Fiuorophor oder ein Farbstoflf, 
ein, insbesondere radioaktives, Isotop, ein Hapten, ein 
Partikel, eine mittels Plasmonresonanz detektierbare 
Substanz, ein Ligand, insbesondere Biotin, oder eine 
reduzierbare oder oxidierbare Substanz ist. 

25. Vcrfahren nach Anspruch 24, wobci das Fiuoro- 
phor FAM (5 1 6]-Carboxy fluorescein), JOE (6-Car- 
boxy^'.S'-dichloro-^.T'-dimethoxyfluorescein), ROX 
(5[6]-Carboxy-X-rhodamin) oder TAMRA (Carbox- 
ytetramethylrhodamin) isl. 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei das Produkt mil einem doppelstrang- 
spezifischen Inlerkalator, insbesondere SYBR Green, 
markiert wird. 

27. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche. wobei beim Schritt lit. e die Markierungssub- 
stanz (20) oder der in das Produkt eingelagerte Interka- 
lalor detektiert wird. 

28. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die nachzuweisende Nukleinsaurese- 
quenz (16) eine DNA isl. 

29. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 27, wobei 
die nachzuweisende Nukleinsauresequenz (16) eine 
RNA ist. die Verbindung (14) beim Schritt lit. b zusatz- 
lich mil einer Reversen Transkriptase in Kontakt ge- 
bracht wird und beim Schritt lit. c zusatzliche eine Re- 
verse Transkription durchgefuhrt wird. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, wobei beim Schritt 
lit. b zusatzlich ein dritter fur die nachzuweisende Nu- 
kleinsauresequenz (16) spezifischer Primer zugesetzt 
wird, an welchen beim Schritt lit. c mittels der Rever- 
sen Transkriptase Nukleotide angefugl werden. 

31. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die nachzuweisende Nukleinsaurese- 
quenz (16) doppelstrangig vorliegt und vor oder beim 
Schritt lit. b aufgeschmolzen wird. 

32. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die nach Durchfuhrung des Sc hritts lit. 
c ggf. neben der modifizierten Verbindung (14) noch 
vorhandene nicht modifizierte Verbindung (14) vor 
dem Schritt lit. d, insbesondere mittels Silica-Partikel, 
Glas-Partikel oder geeigneter Filter, entfernt wird. 

33. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die auf dem Trager (22) immobilisiene 
Menge der Bindungssequenz (26) mindestens so groB 
ist wie die Menge der insgesamt bercitgestellten Ver- 
bindung (14). 

34. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei der erste (10) und der zweite Primer 
(18) so ausgewahlt sind, da 6 ein aus dem ersten Primer 
(10) und der nachzuweisenden Nukleinsauresequenz 
(16) gebildetes Hybrid im wesentlichen dieselbe 
Schmclztcropcralur aufweist wic cin aus dem zweiten 
Primer (18) und dem Gegenstrang der nachzuweisen- 
den Nukleinsauresequenz (16) gebildetes Hybrid. 

35. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
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spruche, wobci dcr erste (10) und der zwcile Primer 
(18), die Identiflzierungssequenz (12) und die Bin- 
dungssequenz (26) so gewahlt sind, daB der Schmelz- 
punkt eines Hybrids aus dcr nachzuweisenden Nukle- 
insaurescquenz (16) und dem ersten Primer (10) oder 5 
eines Hybrids aus dem Gegenstrang der nachzuweisen- 
den Nukieinsauresequenz (16) und dem zweilcn Primer 
(18) mindesiens 5°C, insbesondere 10°C oberhaJb des 
Schmelzpunkts eines Hybrids aus der Idcntifizicrungs- 
sequenz (12) und der Bindungssequenz (26) oder aus 10 
dem Gegenstrang der Identiflzierungssequenz (12) und 
der Bindungssequenz (26) liegi. 

36. Verfahren zum Nachweis mehrerer Nukleinsaure- 
sequenzen (16) naeh einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die Identifizierungssequenzen (12) und 15 
die Bindungssequenzen (26) so gewahlt sind, daB ver- 
schicdene aus den Identifizierungssequenzen (12) und 
den Bindungssequenzen (26) gcbildctc spczifischc Hy- 
bride im wesentlichen identische Schmclziemperaluren 
aufweisen. 20 

37. Verfahren zum Nachweis mehrerer Nukleinsaure- 
sequenzen (16) nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die Identifizierungssequenzen (12), die 
Bindungssequenzen (26) und die ersten (10), zweiten 
(18) und ggf. drilien Primer so gewahlt sind, daB sie 25 
unter ihren jeweiligen stringenten Hybridisierungsbe- 
dingungen keine unspezifischen Hybride bilden. 

38. Verfahren zurn Nachweis mehrerer Nukleinsaure- 
sequenzen (16) nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei die ersien (10) und zweiten Primer (18) 30 
so gewahlt sind. daB verschiedene aus den ersten Pri- 
mern (10) und den nachzuweisenden Nukleinsaurese- 
quenzen (16) und den zweiten Primern (18) und den 
Gegenstrangen der nachzuweisenden Nukleinsaurese- 
quenzen (16) gebildete spezifische Hybride eine im 35 
wesentlichen identische Schmelztemperatur aufwei- 
sen. 

39. Verfahren zum Nachweis mehrerer Nukleinsaure- 
sequenzen (16) nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die ersten (10) und zweiten Primer (18) 40 
so gewahlt sind, daB beim Schritt lit. c Produkte gebil- 
det werden, welche im wesentlichen gleich lang sind. 

40. Verfahren zum Nachweis mehrerer Nukleinsaure- 
sequenzen (16) nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei der erste Primer (10) und/oder die Iden- 45 
tifizierungssequenz (12) fur mehrere der nachzuwei- 
senden Nukleinsauresequenzen (16) spezifisch ist/sind 
und jeweils einer der zweiten Primer (18) fUr eine der 
nachzuweisenden Nukleinsauresequenzen (16) spezi- 
fisch ist und eine fur diesen zweiten Primer (18) spezi- 50 
fische Markierungssubstanz (20) aufweist, wobei beim 
Schritt lit. e zusatzlich ein Identifizieren der spezifi- 
schen Markierungssubstanzen (20) erfolgt. 

43. Verfahren zum Nachweis mehrerer Nukleinsaure- 
sequenzen (16) nach einem der vorhergehenden An- 55 
spruche, wobei die Schritte lit. a, b und c mil verschie- 
denen nachzuweisenden Nukleinsauresequenzen (16) 
getrennt voneinander unter Verwendung unterscheid- 
barer Markierungssubstanzen (20) und/oder Interkala- 
toren und die Schritte lit. d und e gemeinsam durchge- 60 
fuhrt werden, wobei beim Schritt lit. e zusatzlich ein 
Identifizieren der Markierungssubstanzen (20) und/ 
oder In lerkal a toren erfolgt. 

42. Verwendung einer Iden tifizierungssequenz (12) in 
einem Verfahren nach einem dcr Anspriichc 1-41 , wo- 65 
bei die Identi fi zierungssequenz (12) mindestens ein 
eine Synthese eines Gegenstrang s der Identinzierungs- 
sequenz (12) verhinderndes Mitiel enthalt oder wobei 



die Identiflzierungssequenz (12) Nuklcotide (13) und/ 
oder cine Nuklcoiidsequenz cnthall, welche eine Ab- 
baureaktion erlaubt/eriauben. 

43. Verwendung eines eine aktivicrte Kopplungs- 
gruppe aufweisenden ersten Primers (10) oder einer 
cine aktivicrte Kopplungsgruppe aufweisenden Identi- 
flzierungssequenz (12) in einem Verfahren nach einem 
der Anspriichc 1-41. 

44. Verwendung einer aus einem ersten Primer (10) 
und einer fur den ersten Primer (10) spezifischen Iden- 
tiflzierungssequenz (12) gebildeten Verbindung (14) in 
einem Verfahren nach einem der Anspruchc 1-41. wo- 
bei in dcr Verbindung (14) ein Mitiel vorgesehen ist, 
welches bei der Reaktion eine Synthese eines Gegen- 
strangs zur Identiflzierungssequenz (12) verhindert 
oder wobei die Idenufizierungssequcnz (12) Nukleo- 
tide (13) und/oder eine Nukleotidsequenz enthalt, wel- 
che cine Abbaurcaktion crlaubt/crlaubcn. 

45. Verwendung eines zweiten Primers (18) in einem 
Verfahren nach einem der An spruche 1-41 . 

46. Verwendung nach Anspruch 45, wobei der zweite 
Primer (18) eine Markierungssubstanz (20) aufweist. 

47. Verwendung von mit einer Markierungssubstanz 
(20) versehenen Nukleotiden bei der Reaktion in einem 
Verfahren nach einem der Anspriiche 1-41. 

48. Verwendung eines doppelstrangspezifischen Inter- 
kalators, insbesondere SYBR Green, zum Markieren 
des ProdukLs in einem Verfahren nach einem der An- 
spruche 1 41. 

49. Verwendung eines mindestens eine irnmobilisierte 
Bindungssequenz (26) aufweisenden Tragers (22) in 
einem Verfahren nach einem der Anspriiche 1-41. 

50. Verwendung nach Anspruch 49, wobei die Bin- 
dungssequenz (26) an einer definierten Stelle des Tra- 
gers (22) immobilisiert ist oder der Trager (22) ein 
identi fizierbarer Trager (22) isl. 

5 1 . Verwendung nach Anspruch 49 oder 50, wobei der 
Trager (22) aus Glas oder KunststofT besteht und/oder 
in Form eines identi fizierbaren Partikels, einer Mem- 
bran oder eines Chips vorliegt. 

52. Verwendung einer Polymerase und/oder einer Re- 
versen Transkriptase in einem Verfahren nach einem 
der Anspriiche 1-41. 

53. Kit zur Durchfu fining eines Verfahren s nach einem 
der Anspriiche 1-41, enlhaltend: 

a) eine an einem Trager (22) irnmobilisierte Bin- 
dungssequenz (26) und 

bl) eine zu der Bindungssequenz (26) zumindesi 
teilweise komplementare Iden tifi zierungssequenz 
(12), wobei die Identiflzierungssequenz (12) ein 
Mitiel aufweist, welches nach einer Kopplung ei- 
nes ersten Primers (10) und der Identiflzierungs- 
sequenz (12) bei der Reaktion eine Synthese eines 
Gegenstrangs zur Identiflzierungssequenz (12) 
verhindert oder 

b2) eine Identiflzierungssequenz (12), welche 
selbst oder deren bei der Reaktion synlhetisierba- 
rer Gegenstrang zumindest teilweise komplemen- 
tar zu der Bindungssequenz (26) ist. wobei die 
Identiflzierungssequenz (12) Nukleotide (13) und/ 
oder eine Nukleotidsequenz enthalt, welche eine 
Abbaurcaktion erlaubt/eriauben. 

54. Kit nach Anspruch 53, wobei die Identiflzierungs- 
sequenz (12) eine akuvierte Kopplungsgruppe zur 
Kopplung des S'-tcrminalcn Bcrcichs, insbesondere 
des 5-Endes, des ersten Primers (10) aufweist. 

55. Kit nach Anspruch 53, wobei ein erster Primer 
(10) enthalten ist und entweder die Identi fizierungsse- 
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qucnz (12) cxtcr dcr crslc Primer (10) eine akrivienc 
Kopplungsgruppc zur Kopplung des 5-tcniunalcn Be- 
reichs, insbesonderc des 5*-Endcs, des erst en Primers 
(10) anfwcisl. 

56. Kil zur Durchfuhrung eincs Verfahrens nach einem 5 
dcr Anspriiche 1 bis 41, cnlhallcnd: 

a) cine an cincin Trager (22) immobiiisiertc Bin- 
dungssequenz (26) und 

bl) cine Vcrbindung (14), gebildei aus einem fur 
die nachzuweisende Nukleinsauresequcnz (16) 10 
spezifischen ersten Primer (10) und einer fur den 
erslcn Primer (10) spezifischen zu der Bindungs- 
sequenz (26) zumindest teilweise komplcmen- 
laren Identifizierungssequenz (12). wobei in der 
Vcrbindung (14) ein Mitlel vorgesehen ist, wcl- 15 
ches bei der Reaklion eine Synthese eines Gegcn- 
sirangs zur Identifizierungssequenz (12) verhin- 
dcrl oder 

b2) eine Vcrbindung (14), gebildei aus einem fur 
die nachzuweisende Nukleinsauresequcnz (16) 20 
spezifischen ersten Primer (10) und einer fur den 
crsten Primer (10) spezifischen Identifizierungsse- 
quenz (12), wobei die Identifizierungssequenz 
(12) Nukleotide (13) und/oder eine Nukleotidse- 
quenz enihall, welche eine Abbaureaklion erlaubt/ 25 
eriauben und wobei die Identifizierungssequenz 
(12) oder deren bei der Reaklion synthetisierbarer 
Gegensirang zumindest teilweise komplementar 
zu dcr Bindungssequenz (26) ist. 

57. Kit nach einem der Anspriiche 53-56, Wobei die 30 
Bindungssequenz (26) an einer definiertcn Stelle des 
Triigcrs (22) immobilisiert ist oder der Trager (22) ein 
identifizierbarer Trager (22) ist. 

58. Kit nach einem der Anspriiche 53 57. wobei der 
Trager (22) aus Glas oder Kunststoflf besteht und/oder 35 
in Form eines identifizierbaren Parti kels. einer Mem- 
bran oder eines Chips vorliegt. 

59. Kit nach einem der Anspriiche 53-58, wobei das 
Mitt el aus mindestens einen Nukleotidanalogon. RNA, 
PNA oder einer Unterbrechung der Abfolge der die 40 
Nukleotide in der Verbindung (14) verbindenden Phos- 
phodiesierbindungen, insbesonderc durch einen Poly- 
eihylcnglycoI-Linker, eine Peptidbindung oder eine 
Disulfidbindung, besteht. 

60. Kit nach einem der Anspriiche 53-59, wobei eine 45 
Polymerase und ggf. eine Reverse Transkriptase ent- 
halten ist/sind. 

61. Kit nach einem der Anspriiche 53-60, wobei ein, 
insbesondcre eine Markierungssubstanz (20) aufwei- 
sender. zweiter Primer (18) enthalten ist. 50 

62. Kit nach einem der Anspriiche 53-61, wobei mil 
einer Markierungssubstanz (20) verse hene Nukleotide 
enthalten sind. 

63. Kit nach eincni der Anspriiche 53-62, wobei ein 
doppclstrangspezifischer Interkalator, insbesondcre 55 
SYBR Green, enthalten ist. 
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